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(54) Induction de la tolerance au lait de vache 

(57) Utilisation d'un petit-lait prgsentant un degr£ 
d'hydrolyse enzymatique de 15-20% et un niveau de 
detection immunologique des prolines allergfcnes au 
moins 100 fois inferieure & celui d'un petit-lait non- 
hydrolysS. pour la fabrication d une composition desti- 
n6e d induire la tolerance orale chez des manures qui 
sont susceptibles d'etre allergiques au (art de vache, 
notamment chez les mamiferes n'ayant pas 6t§ encore 
en contact avec des allergdnes de lait de vache. Le 
petit-lait hydrolysS est aussi capable de d6clencher un 

Figure 3 



niveau de liberation de sSrotonine 3 H par des mastocy- 
tes, sensibilis£s passivement par un antiserum anti-pro- 
t6ine de lait de vache. au moins 2pp fois inf 6rieur d celui 
obtenu par ces m&nes mastocytes avec un petit-lait 
non-hydrdys6. Enfin, on induit une tolerance telle que 
le niveau d'lgE anti-prot6ines allergisantes de vache, 
produit en reaction k une administration de prolines 
allergisantes de vache, est diminue d'au moins 1 00 fois. 
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Oescripti n 




La presente invention concerne la prevention d une 
reponse allergique aux produrts laitiers. 

5 

Description de la techni que anterieure 

II est connu que les allergies au lait de vache, ou 
aux laits contenant du lait de vache adapts aux 
besoins des nourrissons, sont dues au fait que les pro- 10 
twines du lait de vache different des prolines du lait 
maternel, et qulls peuvent done constituer des allerge- 
nes. Parmi les prot&nes du petit- lait, les allergenes 
principaux connus sont, essentiellement. Ta-lactalbu- 
mine (aLA) et la p-lactoglobuline (BLG) et dans une 15 
moindre mesure, les immunoglobulines, en particulier 
les IgG et la serumalbumine (SAB). Dans ce contexte, 
Fritsche et al. ont montre que la grande majority de la 
capacity de declenchement d'allergie des compositions 
de lait est associ6e k (a presence de pLG (Int. Arch. 20 
Aller and Appl. Imm.. 23. 289-293, 1990). 

Des essais ont ete conduits pour eiiminer le pouvoir 
allergisant des allergenes identifies ci-dessus en les 
convertissant en peptides par hydrolyse. 

Par exemple, dans le brevet US4293571, on pre- 25 
pare un hydrolysat proteique par hydrolyse pancr6ati- 
que, on chauffe I'hydrolysat pour coaguler les prolines 
non hydrolysees, et on soumet I'hydrolysat k une ultra- 
filtration pour eiiminer les prolines residuelles et les 
macropeptides coaguies pouvant constituer des aller- 30 
genes. 

II a egalement ete propose dans EP2201 9, d'hydro- 
lyser directement les proteines de petit-lait dans une 
installation d'ultrafiitration et de recolter les peptides 
lorsqu'ils se forment. Cependant, il semble que, mfeme 35 
dans ces conditions, il n'est en pratique pas possible 
d'hydrolyser complement toutes les proteines de petit- 
lait. 

Enfin, US5039532 decrit un proc6de, dans lequel 
on soumet le petit-lait k une hydrolyse enzymatique par- 40 
tielle au moyen d'enzymes proteolyses. L'hydrolysat 
est ensuite soumis k un traitement thermique pour 
denaturer les proteines mineures, les rendant ainsi 
accessibles & une degradation enzymatique suivante. 
L'hydrolysat chauffe est alors refroidi, puis est soumi as 
succesivement k une deuxteme hydrolyse et k nouveau 
traitement thermiquement pour inactiver Tenzyme. 

II est vite apparu que I'hydrolyse des proteines de 
lait. jusqu'e un certain degre d'hydrolyse ou une limite 
en poids moleculaire. n'est pas une condition suff isante so 
pour rendre un lait hydrolyse suffisament hypoallergeni- 
que pour les personnes allergiques. notamment les 
nourissons. II faut encore que les proteines soient 
hydrolysees d'une certaine maniere, pour que la 
reponse allergique soit fortement diminu6e. Dans ce ss 
contexte, la directive Europ6enne 96/4/EC stipule que 
dans un lait hypoallergenique les proteines allergiques 
doivent §tre immunologiquement au minimum 100 fois 



moins detectables qoWJans un lait non-hydroiyse (Off. 
J. Europ. Comm., NoL49/12, annexe point S.a, 1996) 

Une methode de detection du pouvoir allergisant 
d'un lait a ete developpe par Fritsche et al. {Int. Arch. 
Aller and Appl. Imm., §3, 289-293. 1990). Cette 
methode peut etre aussi aplliquee dans le cadre de la 
directive Europeenne 96/4/EC. Fritsche et al. ont mon- 
tre que le pouvoir allergisant des compositions de lait de 
vache peut dtre determine, in vitro, par la capacite des 
mastocystes normaux de rats, sensibilises passivement 
par des anticorps de rat anti-proteine de lait de vache. k 
declencher la liberation de serotonine 3 H). On a ainsi 
decouvert que differentes compositions de lait de vache 
hydrolyse pr6sentent des capacites fortement reduites 
de declenchement des mastocytes par rapport k une 
composition de lait standard. Par exemple, on observe 
que le lait commercial pour nourisson BEBA-HA®, qui 
est une composition de petit-lait hydrolys6e comme 
d6crit dans US5039532, ayant un taux d'hydrolyse de 
18% (moins de 10000 Dalton), a une capacite de 
declenchement des mastocystes 1000 fois inferieure k 
celle du standard. Par ailleurs, il apparaTt que plus 
I'hydrolyse du lait est pousse, plus I'hypoallerg£nicite de 
ce lait est susceptible d'etre eieve. 

Paralieiement, ('administration orale de proteines 
intactes a ete reconnue comme un moyen efficace pour 
induire une tolerance immunologtque k ces proteines 
dans certaines situations. Quelques etudes seulement 
d'tnduction de la tolerance orale ont ete r&alisees sur les 
humains. A titre d'indications on peut citer les articles de 
Husby S. etal. (J. Immunol. 4667-70, 1994), de Michael 
J.G. (Immunol. Invest. Ifi, 1049-45.1989), de Hachi- 
mura S. et al. (Biosc. Biotech. Biochem, £7, 1674-77. 
1993), de Pesce A J. et al. (Int. Arch. Allergy Appl. 
Immunol., 88-93. 1990) et de Muckerheide A. et al. (J. 
Immunol. IIS, 1340-45. 1977), par exemple. 

Dans le domaine de la tolerance orale au lait, 
EP629350 pretend decrire des formulations hypoaller- 
g6niques qui induisent reellement une tolerance aux 
proteines de lait de vache chez des enfants suscepti- 
bles de presenter une allergie au lait de vache. Le taux 
d'hydrolyse des proteines de lait pouvant induire une 
tolerance est decrit comme etant de preference dans 
I'intervalle de 20% k 32%. Cependant. il ne s'agit que 
d'affirmations qui ne sont soutenues par aucuns essais 
demontrant une reelle activite de tolerance. En outre, 
EP629350 fait clairement le postulat que plus le pouvoir 
hypoallergenique est eleve, e'est k dire plus le niveau 
d'hydrolyse est pousse. plus I'induction de la tolerance 
orale est elevee. 

Enfin. JP 3-181681 decrit un proc6de d'hydrolyse 
de laits similaire k celui decrit dans US4293571 . Les 
hydrolysats ainsi obtenus. ayant moins de 1 0000 dalton, 
sont en outre capables d'induire une tolerance orale 
chez des rats. Bien que ces hydrolysats presentent une 
certaine hypoallergenicite, il faut remarquer qu'ils ne 
sont pas conformes k la directive Europeenne 96/4/EC. 
En effet la detection immunitaire de la proteine pLG 
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hydrolysee. par des anticorps ar^Bptide-N-terminale- 

PLG, est seulemerrt environ 10 fcS^ferieure k celle de 
la proteine pLG native (voir les figures 2 et 3). A fa diffe- 
rence de EP629350, JP 3-181681 fart !e postulat que 
plus une proteine allergique est native, mais quant 5 
m§me I6g6rement hydrolys6e pour la rendre un peu 
hypoallergenique, plus cette proteine hydrolysee peut 
induire une tolerance k cette proteine native. Ce raison- 
nement rejoint les travaux de Husby S. et al. cites plus 
haut, ou ('administration orale de proteines intactes a 10 
ete reconnue comme un moyen efficace pour induire 
une tolerance immunologrque k ces proteines. 

En considerant les limitations et imperfections de la 
technique anterieure pour obtenir des hydrolysats de 
lait avec un pouvoir allergisant fortement reduit, capa- is 
bles d'induire la tolerance au lait de vache chez un 
patient, il est apparent qu'il existe encore un besoin 
pour identifier les hydrolysats anallergisants de lait. qui 
sont les plus approprtes pour induire fa tolerance au lait 
de vache. La presente invention vise en particulier k 20 
trouver une voie mediane entre les deux approches 
developpees dans EP629350 et JP 3-181681 . 



Resume de I'invention 



Breve des cription des dessins 
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A cet effet, Tinvention concerne ('utilisation d'un 
petit-lait, presentant une degre d'hydrolyse enzymati- 
que de 15-20% et un niveau de detection immunologi- 
que des proteines allergenes au moins 100 fois 
inferieure k celui d'un petit-lait non-hydrolyse, pour la 30 
fabrication d une composition destinee k induire la tole- 
rance orale chez des mamrferes qui sont susceptibles 
d'etre allergiques au lait de vache. 

Contrairement k EP629350 et JP 3-181681, et cen- 
tre toutes attentes, les meilleures resultats d'induction 35 
de la tolerance au lait de vache sont obtenues pour des 
laits hypoallergeniques moyennement hydrolysis. 

En-effet, au plus Thydrolyse est poussee k des 
degrSs superieurs k 20%, au moins I'induction d'une 
tolerance orale est significative. 40 

De m£me, au moins I'hydrolyse est poussee, e'est k 
dire en dessous de 1 5% de degre d'hydrolyse, au moins 
I on obtierqt une bonne induction de la tolerance et une 
hypoallergenicite conforme k la directive 96/4/EC. JP 3- 
181681 montre en effet qu'un petit-lait hydrolyse non- 45 
hypoallergenique peut induire une tolerance telle que le 
niveau d'anticorps anti-pLG est seulement 5 £ 10 fois 
inferieur au contrdle. 



so 



La Figure 1 montre que la mSme tolerance orale au 
niveau des IgE, dependant de la dose, est obtenue 
lorsqu'on ingere des quantites difterentes d'une compo- 
sition non-hydrolys6e (composition standard: NAN®) ss 
ou d'une composition hydrolysee selon I'invention (com- 
position preventive BEBA-HA®). 

La Figure 2 montre que la composition standard 



(NAN®) et la compflpti preventive (BEBA-HA®) ont 
I'activite suppressive la plus efficace au niveau sp6cifi- 
que de I'lgE anti-pLG specif tque. 

La Figure 3 montre que des courbes de liberation 
dependant de la dose peuvent £tre obtenues avec des 
mastocystes sensibilises passivement avec du serum 
d'anirriaux nourris avec la composition ttterapeutique ou 
de I'eau. alors que les mastocystes sensibilises passi- 
vement au moyen de s6rum de rats nourris au NAN® 
ou au BEBA-HA® ne liberent pas de 3 H-serotonine 
lorsqu'ils sont declencftes au moyen de pLG. 

La Figure 4 montre le pouvoir toierogene de I'hydro- 
lysat d'alcalase HALAL-HA® par rapport k I'hydrolysat 
de trypsine BEBA-HA®. 

Description detaiil6e de rinvention 

Afin de mieux comprendre la nature de la presente 
invention, ta terminologie suivante est definie. 

Tolerance : etat de non-r6ponse immunblogique 
specifique. Les deux voies humorale (anticorps) et 
k mediation cellulaire (lymphocytes...) de la 
reponse immunitaire peuvent §tre suppriiftees par 
I'induction de la tolerance. Un echec de la tolerance 
orale est consider comme etant la cause sous- 
jacente de I'allergie alimentaire. 
Allergene : proteine ou macropeptide capable d'ini- 
tier des reactions allergiques chez I'horrime, en par- 
ticulier les nourrissons et nouveau-nes sensibles. 
Hypoallergenique: 6tat d'un lait hydrolyse qui est 
conforme k la directive Europeenne 96/4/EC. 

Le materiel de depart pour "preparer un petit-lait 
selon I'invention peut etre un petit-lait provenant de la 
preparation du fromage. en particulier un petit-lait doux 
comme celui qui resufte de la coagulation de la cas6ine 
par la presure. un petit-lait acide provenant de la coagu- 
lation de la caseine par un acide, ou des ferments acidi- 
fiants, ou m§me un petit-lait mixte resultant de la 
coagulation par un acide et par la presure. 

Ce petit-lait peut §tre hydrolyse par la trypsine 
comme d£crit d'une manure detaiitee dans le brevet 
US5039532. 

Un hydrolysat enzymatique alternatif suivant la pre- 
sente invention est celui obtenu par traitement des pro- 
teines de petit-lait avec I'enzyme alcalase. Lalcalase 
(subtilisine A) est d'origine bacterienne (Bacillus licheni- 
fgjrnis). Elle peut §tre utilisee dans le procede de 
US5039532. 

Les produits preteres ont un taux d'hydrolyse 
d'environ 16-19% et une teneur totale en azote (Nt) 
denviron 3-4 %. Lanalyse par electrophorese SDS- 
PAGE doit de preference confirmer ('absence de ban- 
des proteiques. En particulier, on n'observe aucune 
bande correspondant k la SAB, aux chaTnes H et L de 
I'lgG, k I'aLA et k la pLG, par exemple 

Un produit pretere comprend du materiel proteique 
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hydrolys6 de petit lait, k partir WQBe\ des allergies 
choisis dans un groupe d'allergines consistant en I'a- 
lactalbumine, la p-lactoglobuline, la serumalbumine et 
les immunoglobulines n'ont pas ete 6limin6s et dans 
lequel le mat6riau proteique hydrolyse. y compris les $ 
allergies hydrolysis, se presentent sous forme de 
residus d'hydrolyse ayant un poids moieculaire non 
superieur k environ 10 000 Dalton, de sorte que le 
materiau hydrolyse est sensiblement exempt de protei- 
nes allergines et d'allergines d'origine proteique. 10 

L'analyse de petits-laits hypoallergeniques, pou- 
vant §tre fabriqu6s selon le precede de US5039532 et 
presentant divers degr6s d'hydrolyse, a permi de mettre 
en Evidence que les meilleures activitis de tolerance 
sont obtenues pour les petits-laits ayant un degri is 
d'hydrolyse de 1 5 k 20%. le degri d'hydrolyse etarrt cal- 
culi par le rapport, multiplie par 100, entre le nombre de 
groupes NH2 iibres et le nombres total de groupes NH 
et NH2 (voir igalement EP629350. p.4, 1. 1 -5). 

L'hypoallergenicite du petit-lait selon I'invention 20 
peut §tre diterminee en fonction du niveau de detection 
immunologique des proteines allergines. qui doit etre 
au moins 100 fois infirieur k celui d'un petit-lait non- 
hydrolyse. Cette detection peut §tre simplement effec- 
tuie par un test Elisa avec des anticorps anti-proteines 25 
allergiques de vache, comme la proteine native pLG, 
par exemple. 

En particulier, l'hypoallergenicite du petit-lait selon 
I'invention peut §tre diterminee en fonction de la capa- 
city du petit-lait selon Tinvention k declencher un niveau 30 
de liberation de serotonine 3 H par des mastocytes, sen- 
sibilises passivement par un antiserum anti-proteine de 
lait de vache, qui est au moins 200 fois inferieur k celui 
obtenu par ces mimes mastocytes avec un petit-lait 
non-hydrolyse. Les meilleures petits-laits hypoallergini- 35 
ques selon ('invention sont obtenus lorsque ce niveau 
de didenchement est infirieur k 500 fois, par exemple. 
L'homme du metier dispose de la technique developpie 
par Fritsche et al. pour determiner ces niveaux de libe- 
rations de serotonine. 40 

Contre toutes attentes, les petits-laits hypoallergi- 
niques selon I'invention ayant les meilleures capacitis 
d'induction de la tolerance au lait de vache, prisentent 
un degri d'hydrolyse de 16 k 19%, par exemple. Cette 
induction de la tolerance orale au lait de vache est de 45 
preference telle, que le niveau d'lgE anti -prolines aller- 
gisantes de vache, produit en reaction k une administra- 
tion de prolines allergisantes de vache, est 'diminue 
d'au moins d'un facteur 100, voire 500, par exemple. 

L'hydrolysat selon I'invention peut etre sichi, par so 
exemple par sechage par pulverisation ou par lyophili- 
sation. II est alors incorpori dans de nombreuses pre- 
parations alimentaires k usage diit&ique, en particulier 
dans des aliments pour nourrissons ou dans des ali- 
ments facilement resorbables k utiliser chez les person- ss 
nes souffrant d'allergies. A titre d'exemple, la 
composition commerciale en poudre BE B A- HA® 
(Societi des Produrts Nestle, Suisse) est un produit 
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selon Tinvention cafSR^d'induire une tolerance orale. 

La composition est administr6e de la mime 
maniire que les formulations classiques anallergisan- 
tes de lait. Pour une induction maximale de la tolerance, 
cependartt. le petit-lait hydrolyse enzymatiquement doit 
§tre administre avantquune attaque allergine n'induise 
de sensibilisation immunologique spicrfique aux protei- 
nes de lait de vache. 

La pr6sente invention est decrite plus en detail ci- 
apris k I'aide du complement de description qui va sui- 
vre, qui se refire k des exemples de mise en evidence 
d'une induction de la tolerance orale par des petits-laits 
selon I'invention. "Les pourcentages sont donnes en 
poids sauf indication contraire. II va de soi, toutefois, 
que ces exemples sont donnes k titre d'illustration de 
I'objet de Tinvention dont ils ne constituent en aucune 
maniire une limitation. 

Example 1 

Les compositions hypoallerg6niques de latt de 
vache selon I'invention sont capables de prevenir 
I'apparition d'anticorps reaginiques aux proteines de lait 
de vache lorsqu'on les administre oralement avant et 
pendant la sensibilisation allergine. Cette induction de 
la tolerance orale est montrie chez les rats avec des 
compositions hypoallergeniques preventives, mats pas 
avec les compositions hypoallergeniques th6rapeuti- 
ques ayant un degre d'hydrolyse pousse. 

Pour verifier I'induction de la tolerance, des rats 
Sprague-Dawley {kges de 5 k 6 sem.). eieves sous un 
regime "exempt de lait", sont nourris d'alimentation 
solide granulaire "exempte de lait". et ad libitum de dif- 
ferentes compositions liquides exp6rimentales de lait. 
dans des biberons, les jours 1 k 19. On immunise tous 
les animaux (s.c.) au moyen de pLG + OVA + Alu- 
mine(OH) 3 au jour 5 et on les saigne au jour 1 9. On titre 
ensuite par ELISA les IgE et IgG specifiques de rats, 
anti-pLG etanti-OVA. 

On determine aussi I'activation au niveau des mas- 
tocystes au moyen de mastocystes peritoneaux de rats 
normaux, qui sont passivement sensibilises par des 
groupes de serums de rats nourris de diffirentes com- 
positions de lait. Les cellules sensibilisees et lavees 
sont marquees k la 3 H-serotonine et stimuiee pour la 
liberation du mediateur, selon le protocole de Fritsche et 
al. (Int. Arch. Allergy Appl. Immunol. 93, 289-93, 1990), 
en ajoutant differentes quantites d'agent declencheur 
(PLG). 

a) Suppressio n soedfiaue d'anticorps par Inges- 
tion de compositions de laif la figure 1 montre que 
Ton obtient la m§me tolerance orale en fonction de 
la dose, au niveau des IgE, lorsqu'on donne diffe- 
rentes quantites du petit-lait non-hydrolysee stan- 
dard NAN® (Societe des Produits Nestle, Suisse) 
ou du petit lait preventif BEBA-HA®. On peut voir 
que I'administration orale des deux preparations de 
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lait a 120 g/litre induit la sup^^^on la plus eievee 
d'anticorps (reduction de plHro 200 fois du taux 
d'anticorps IgE anti-pLG). lorsqu'on compare aux 
temoins (animaux nourris k I'eau). En outre, les 
anticorps d'un antigene sans rapport (OVA) ne sont 5 
pas supprimes par ('ingestion de compositions de 
lait, indiquant que cette induction de la tolerance 
orale est sp6crfique de I'allergene. En conclusion, la 
tolerance orale induite par le petit-lait BEBA- HA®, 
est specif ique des allergenes de lait. Cette tole- 10 
ranee est comparable k cede obtenue avec un petit- 
lait natif, sans les inconvenients de declenchement 
d'une allergie. 

b) Comparaison de I'induction de la tolerance avec is 
differentes compositions: on compare differentes 
qualites de compositions de lait de vache pour 
('induction de la tolerance orale. a savoir le petit-lait 
non-hydrolys6 commercial NAN®; le petit-lait 
hypoallergenique pr6ventif k 18% d'hydrolyse 20 
BEBA-HA®; le petit-lait hypoallergenique preventif 
HALAL-HA® (Societe des Produits Nestle, Suisse) 
ayant environ 21% d'hydrolyse, obtenu selon le pro- 
tocol d6crrt dans US5039532 avec de I'alcalase; et 
le petit-lait hypoallergenique therapeutique 25 
ALFARE® ayant 28% d'hydrolyse. Tous ces laits 
sont hypoallergeniques. e'est k dire sont conformes 
k la directive Europeenne 96/4/EC. lis remplissent 
aussi la condition d'hypoallergenicite definie par le 
protocole de Fritsche et al. (au moins 200 fois 30 
moins de liberation de s6rotonine par rapport k un 
temoin). 
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La figure 2 montre que la composition standard 
NAN® et la composition preventive BEBA- 
HA® ont I'activite suppressive la plus efficace 
au niveau sp^crfique de I'lgE anti-pLG. k savoir 
qu elles induisent une diminution de la reponse 
IgE d'un facteur 100. 
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Au contraire, la composition therapeutique 
ALFARE® (Societe des Produits Nestle. Suisse), 
qui est un petit-lait hypoallergenique ayant un degre 
d'hydrolyse de 28%. n'a presque aucune activite 45 
tolerogene si on la compare aux temoins (alimenta- 
tion k I'eau). 

L'effet des compositions donnees sur la 
reponse de I'lgG anti-pLG est plus faible. mais le 
mfime schema comparatif que celui obtenu pour la so 
modulation de I'lgE est observe. 

Les taux en anticorps temoins IgE et IgG anti- 
OVA restent inchanges. 

Comme le montre la Figure 4, des rats preala- ss 
blement nourris avec I'hydrolysat d'alcalase, 
HALAL-HA® suppriment la reponse specif ique 
IgE et IgG anti-pLG alors que la reponse k un 



antigene ^^Happort (OVA) n est pas modi- 
fies. Comf2fr?au BEBA-HA®, la suppression 
de ranti-pLG est plus faible lorsque les rats 
sont rendus toierants par HALA-HA® (reduc- 
tion d'lgE d'environ 25 fois). Ceci peut §tre relie 
au fait que I'on obtient des peptides plus pettts 
' dans les hydrolysats d'alcalase par rapport aux 
hydrolysats de trypsine ou que plusieurs pepti- 
des toierogenes sont manquants. 

c) Suppression de la secr etion in vitro des masto- 
cystes : on marque des mastocystes de rats nor- 
maux avec de la 3 H-serotonine et on les sensibilize 
passrvement au moyen de serums de rats rendus 
toierants par une alimentation avec des composi- 
tions de lait. Le declenchement de la liberation de 
m6diateur est realise avec la pLG. La figure 3 mon- 
tre que des courbes de liberation dependant de la 
dose peuvent etre obtenues avec des mastocystes 
passivement sensibiltses avec des serums d'ani- 
maux nourris par la composition therapeutique ou 
par de I'eau, alors que les mastocystes passive- 
ment sensibilises avec des serums de rats nourris 
par la composition standard ou la composition pre- 
ventive BEBA-HA® ne liberent pas de 3 H-seroto- 
nine lorsqu'ils sont d6clench6s par la pLG. 



Exemple g 

On nourrit des cochons d'lnde Dunkin-Hartley du 
jour 1 k 35 au moyen de BEBA-HA® ou d'eau. On traite 
alors tous les animaux, de maniere orale. (jours 36-49) 
par le NAN®. Les resultats montrent que les cochons 
d'lnde nourris prealablement au BEBA-HA® ont sup- 
prime les titres en anticorps r6aginiques anti-proteines 
de petit lait. compares aux animaux prealablement 
nourris k I'eau. 

Exemple 3 

On conduit les m§mes tests que ceux d6crrts k 
I'exemple 1 , k la difference pres que I'on detecte les 
anticorps anti-caseine. Les resultats sont similaires et 
conduisent k fa conclusion qu'en plus de la supression 
de la reponse k la pLG, la reponse k la caseine est ega- 
lement supprimee chez les rats rendus toierants par le 
BEBA-I ~ 



Exemple 4 

On prepare des petits-laits selon le protocole d6crit 
dans US5039532, qui presentent un degre d'hydrolyse 
enzymatique de I'ordre de 11%, 13%. 15%. 23% ou 
25%. Des essais similaires k ceux presentes k I'exem- 
pie 1 sont conduits sur ces petits-laits. 

Les resultats montrent clairement que. plus on 
pousse I'hydrolyse au dessus d'un degre de 20%, plus 
les niveaux d'induction d'une tolerance orale k la pLG 
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diminuent Ces resultats sorrt cSBnrtes k ceux obte- 
nus k I'exemple 1 , ou Ton obtient une moins bonne tole- 
rance avec le petrt-lait HALAL-HA® et quasiment 
aucune reponse avec le petit-lait ALFARE®. en compa- 
raison k celui obtenu avec le BEBA-HA®. 

De meme, les resultats montrent qu'en dessous 
d'un degre d'hydrolyse de 15%. il n'est pas vraiment 
possible d'atteindre une hypoallerg6nicite cohforme k la 
directive Europeenne 96/4/EC. Le niveau dlnduction de 
la tolerance par les petits-laits k 1 1% et 13% de degre 
d'hydrolyse. est comparable k celui decrit dans J P 3- 
181681 pour un petit-lait hydroiyse non-hypoallergeni- 
que. 

En conclusion, au regard de tous les exemples pre- 
cedents, (1) I'administration orale de petits-laits hypoal- 
lergeniques ayant un degre d'hydrolyse de 15-20%, 
avant I'attaque allergene, induit une tolerance immuno- 
logique specrfique aux proteines de lait de vache. (2) 
Les reponses des anticorps (IgE. IgG) ainsi que celles 
des mastocystes (peritoneaux, intestinaux) sont suppri- 
mees. (3) L'activite toierog6ne orale de ces composi- 
tions est assodee aux peptides tryptiques (1 -10 kd). (4) 
Une composition hydrolysee de maniere extensive 
(ALFARE®) n'induit pas de tolerance orale. 

La derniere conclusion d6montre, de maniere 
assez inattendue, que le pouvoir non allergisant le plus 
eieve ne traduit pas une capacite maximale k induire la 
tolerance au lait. 
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Utilisation selor^Tne des revendications 1 k 4, 
caracterise en ce que on induit une tolerance telle 
que (e niveau cf IgE anti -proteines allergisantes de 
vache, produit en reaction k une administration de 
proteines allergisantes de vache, est diminu6 dau 
moins 1 00 fois. 

Utilisation seion la revendication 5, caracterisee en 
ce que Ton induit une tolerance orale chez des 
errfants. 

Utilisation selon la revendication 6, pour preparer 
une composition alimentaire sous forme seche. 

Utilisation selon la revendication 7, du petit-lait 
hydroiyse commercial en poudre BEBA-HA® 
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Utilisation d'un petit-lait presentant un degre 
d'hydrolyse enzymatique de 15-20% et un niveau 
de detection immunologique des proteines allerge- 
nes au moins 100 fois inferieure k celui d'un petit- 
lait non-hydrolyse, pour la fabrication d'une compo- 
sition destinee a induire la tolerance orale chez des 
mamiferes qui sont susceptibles d'etre allergiques 
au lait de vache. 

Utilisation d'un petit-lait selon la revendication 1, 
pour la fabrication d'une composition allimentaire 
destinee k induire la tolerance orale chez des 
mamiferes n'ayant pas ete encore en contact avec 
des allergenes de lait de vache qui sont suscepti- 
bles d'etre allergiques au lait de vache. 

Utilisation selon fa revendication 1 , caracterisee en 
ce que le petit-lait hydroiyse est capable de declen- 
cher un niveau de liberation de serotonine 3 H par 
des mastocytes, sensibilis6s passivement par un 
antiserum anti-prot6ine de lait de vache, au moins 
200 fois inferieur k celui obtenu par ces mSmes 
mastocytes avec un petit-lait non-hydrolyse. 

Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en 
ceque le petit-lait pr6sente un degre d'hydrolyse de 
16 e 19%. 
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